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RESUMO

Vizentini-Silva, C. Sistema lipossomal de ftalocianina de cloro-aluminio, contendo
acido fdlico, aplicada a Terapia Fotodinamica. 2013. 52 f. Dissertagdo (Mestrado).
Faculdade de Filosofia, Ciéncias ¢ Letras de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo,

Ribeirdo Preto, 2013.

A Terapia Fotodindmica (TFD) ¢ um tratamento usado principalmente na terapia
anticancer ¢ que depende da retencdo de um composto fotossensibilizante nas células
tumorais e posterior irradiacdo dessas células com luz visivel. Apos ativacao, o farmaco pode
gerar espécies reativas de oxigénio (EROs), como o oxigénio singlete ('0,) e radicais (<O,
*OH), que sdo capazes de danificar membranas, DNA e outras estruturas celulares, induzindo
a apoptose ou necrose das células tumorais. O acido folico, por ser super expressado na
superficie das células de alguns tipos de canceres (principalmente os ginecologicos), pode
desempenhar o papel de vetorizador, tornando-se um importante aliado aos sistemas de
liberagdo de farmacos. Neste trabalho foi avaliado o uso de acido folico como aditivo aos
lipossomas contendo ftalocianina de cloro-aluminio como farmaco fotossensibilizante,
aplicados em TFD com células MCF7. Os estudos demonstraram que os sistemas lipossomais
desenvolvidos apresentam tamanho nanométrico (menor que 200 nm) e possuem
biocompatibilidade quando avaliados em cultura celular de monocamada. Além disso, foi
possivel observar o efeito fototoxico satisfatorio das formulagdes e o aumento da

internaliza¢ao do fArmaco, quando utilizado o acido félico como vetorizador.

Palavras-chave: Terapia Fotodindmica, lipossoma, ftalocianina de cloro-aluminio, acido

folico, células MCF7.



ABSTRACT

Vizentini-Silva, C. Sistema lipossomal de ftalocianina de cloro-aluminio, contendo acido
folico, aplicada a Terapia Fotodindmica. 2013. 52 f. Dissertation (Master). Faculdade de
Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto — Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto,

2013.

Photodynamic Therapy (PDT) is mainly used in anticancer therapy. The efficiency of
this treatment is dependent on retention of photosensitizer compound at the tumor cells and
posterior irradiation of these cells with visible light. After activation, the drug may generate
reactive oxygen species (ROS) such as singlet oxygen ('O5) and radicals (+O,, *OH), which
are capable of damaging membranes, DNA and other cell structures, inducing apoptosis or
necrosis of tumor cells. Folic acid is super-expressed on the surface of some cancers cells
(especially gynecological cancer cells) and can play the role of target system, becoming an
important ally for drug delivery systems. This study evaluated the use of folic acid as an
additive to liposomes containing chloro-aluminum phthalocyanine as a photosensitizer drug,
applied in PDT with MCF7 cells. These studies showed that liposomal systems have
nanometer size (less than 200 nm) and have biocompatibility when evaluated in monolayer
cell culture. Moreover, it was possible to observe satisfactory phototoxic effect of the

formulations and increased internalization of the drug when folic acid is used.

Key words: Photodynamic Therapy, liposome, chloro-aluminum phthalocyanine, folic acid,

cell line MCF7.
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Introducao

1. INTRODUCAO

1.1 Cancer de Mama

Faz parte do desenvolvimento normal de células humanas o crescimento multiplicacao
e morte. Quando ocorre a perda do controle da divisdo celular, pode haver invasao as células e
tecidos adjacentes. Esse crescimento desordenado e agressivo, na maioria das vezes,
caracteriza um conjunto de mais de 100 doencas denominadas cancer.

O cancer de mama ¢, segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), o segundo tipo
mais frequente no mundo e o mais comum entre as mulheres, correspondendo a 22% dos
novos casos a cada ano. Sua incidéncia cresce progressivamente apds os 35 anos de idade
(INCA, 2013).

Estudos recentes mostram que a origem do cancer de mama pode estar relacionada ao
comprimento de telomeros em cromossomos presentes nas glandulas mamarias (KANNAN et
al., 2013), pois sdo mais curtos o que facilita a fusdo cromossomal end-to-end (ARTANDI e
DEPINHO, 2010; GILLEY , TANAKA e HERBERT, 2005). Com o passar do tempo (ou
aumento da idade) ocorre diminui¢do da atividade de telomerases, o que leva ao maior
numero de telomeros curtos (ARTANDI ¢ DEPINHO, 2000; KANNAN et al., 2013).

Dentre as formas de tratamento estdo a quimioterapia, a radioterapia e a cirurgia,
podendo ser usadas em conjunto, entretanto, o diagnostico prematuro € essencial para a
eficacia da cura (Ministério da Satde; INCA, 2011). Esses tratamentos ndo atingem somente
o tecido lesado e causam diversos efeitos colaterais como queda de cabelo, ndusea e vomito,
aumento do risco de infecgdes, astenia, obstrucdo intestinal e até mesmo mutilacdo em alguns
casos de cirurgia, podendo levar a danos psicologicos (Ministério da Saude; INCA, 2011).

Surge, portanto, a necessidade de novas formas terapéuticas que possibilitem a
diminui¢ao do tumor e que restrinjam os efeitos nocivos ao tecido doente, protegendo o tecido

saudavel.

Vizentini-Slva, C.



Introducao

1.2 Terapia Fotodinamica

A Terapia Fotodinamica (TFD) ¢ um procedimento clinicamente aprovado desde 1993
no Canada, 1996 no Japao e em 2001 na Europa (KAWASE e ISEKI, 2013; TRIESSCHEIJN
et al., 2006), pois envolve uma terapéutica minimamente invasiva que pode induzir atividades
citotoxicas seletivas para células cancerosas localizadas em regides especificas (ALLISON e
MOGHISSI, 2013; LIU et al., 2010). Na ultima década houve grande aumento de pesquisas
envolvendo o uso da TFD para aplicagdo em diversas patologias ndo neopldsicas
(SIQUEIRA-MOURA et al., 2013), principalmente apds a aprovacao do uso do medicamento
Photofrin® pela FDA (U.S. Food and Drug Administration) em 1998 (OLEINICK e EVANS,
1998).

A técnica para essa terapéutica compreende a aplicagdo de um agente
fotossensibilizante (de origem natural ou sintética) que ao receber luz visivel com dose
especifica e no comprimento de onda adequado, na faixa de maior absor¢ao pelo farmaco,
desencadeia um processo fotooxidativo de dano celular, induzido pela producao de radicais
livres. Baseia-se, nesse caso, na capacidade do farmaco fotossensibilizante (FF) em se
acumular seletivamente em tecidos tumorais que ao absorver luz, num determinado
comprimento de onda, na presenca de oxigénio molecular, pode levar a dano ou morte celular,
figura 1 (LIANG et al, 2011). Esse campo de pesquisa basica vem crescendo
significativamente e apresenta grande potencial (AGOSTINIS et al., 2011; PASZKO et al.,

2010) para o tratamento de canceres e outras patologias.

Vizentini-Slva, C.



Introdugao

Figura 1 - Representagdo esquematica da sequéncia de eventos que ocorrem na Terapia
Fotodinamica. 1) Administracdo do FF; 2) Acumulo do FF preferencialmente no tecido
neoplasico; 3) Irradiagdo com laser, LED ou fonte de luz monocromatica para a ativacao do

FF, 4) Morte do tecido neoplasico lesionado.

A TFD ¢ composta por trés componentes essenciais: FF, luz e oxigénio molecular.
Nenhum desses agentes ¢ individualmente toxico, mas juntos eles iniciam uma sequéncia de
reacdes fotoquimicas e fotobiologicas que geram oxigénio singlete (‘O,) e outras espécies
reativas (AGOSTINIS et al., 2011; DOUGHERTY et al., 1998). Este ¢, portanto, um fator
essencial na minimizagdo de efeitos colaterais, ja que, somente o FF que for ativado pela luz
visivel ira desencadear a resposta bioldgica, evitando danos as células sadias, que nao
recebem a fotoativagao.

Além disso, a TFD ¢ especialmente interessante para a terapia anticancer devido a
caracteristica das células cancerosas de acumular e manter aprisionado no seu interior o FF
por um tempo maior do que aquele observado em células normais (PLAETZER et al., 2009).

As etapas fotofisicas e fotoquimicas envolvidas no processo de fotossensibilizagao do

farmaco apds receber radiacao visivel que pode gerar espécies reativas capazes de promover a
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morte celular sao explicadas de forma geral pelo Diagrama de Jablonski, figura 2, onde uma
sequéncia de eventos radioativos e ndo-radioativos desativam as moléculas

fotossensibilizadoras que absorveram luz.

relaxagdo rdapida
(ndo radioativo)

A cruzamento

inter-sistemas

S Trl transigdes radioativas
0

Figura 2 - Diagrama de Jablonski simplificado. Ilustra os processos eletronicos que uma

molécula pode sofrer ao absorver energia. Sy: estado singlete fundamental; S;: estado singlete
excitado; Sy: estado singlete excitado, T;: estado triplete excitado, O,: oxigénio molecular;

EROs: espécies reativas de oxigénio, 'O,: oxigénio singlete (PRIMO, F. L., 2009).

O FF ao absorver luz num comprimento de onda adequado passa do seu estado
singlete fundamental (Sy) para um estado singlete excitado de maior energia S,, do qual
desativa rapidamente ao mais baixo estado excitado singlete S;. Ao popular o primeiro estado
singlete excitado (S), podem ocorrer 3 processos:

e Transicdo ndo-radioativa, na qual o FF retorna ao estado Sy por meio de relaxacao
fisica chamada de conversdo interna — emissao de calor;
e Transicao radioativa, na qual o FF retorna ao estado Sy emitindo um foton de luz —

emissao de fluorescéncia (usada em processos de fotodiagnoéstico);

Vizentini-Slva, C.



Introducao

¢ Cruzamento inter-sistema, passando ao estado triplete excitado T;.

Quando ha uma alta populacdo do estado singlete excitado ocorre a transferéncia ao
estado triplete excitado (T;), no qual ocorre inversdo de spin com dois elétrons
desemparelhados. Ao popular o estado T;, o FF apresenta conformagao eletronica e energia
discretamente menor que no estado S;, porém maior tempo de vida (10° a 10~ segundos)
(PRIMO, F. L., 2009), o que permite que reaja com outras espécies.

Nesse estado, o FF pode retornar ao estado fundamental por relaxagao fisica (transicdo
ndo radioativa) ou com emissdo de fosforescéncia (transi¢ao radioativa), ou ainda, o FF pode
desencadear reagdes fotoquimicas que se processam por dois mecanismos basicos (tipo I e
tipo II), o que tornam possivel seu uso para TDF (FOOTE, 1991; PRIMO, F. L., 2009).

No mecanismo do tipo I, o FF no estado triplete excitado pode abstrair prétons ou
transferir elétrons para outras macromolélculas biologicas, formando radicais livres ou ions
radicais. Ao reagir com o oxigénio molecular, esses radicais levam a formacao de anions
superoxidos ou radicais hidroxila, que causam danos irrepardaveis ao tecido tumoral
(BARBUGLI, P. A., 2010; PLAETZER et al., 2009), conhecidos como danos induzidos por
ERO:s.

No mecanismo do tipo II, ha transferéncia direta de energia para o oxigénio molecular,
que na natureza se encontra no estado triplete, levando a formagdao de oxigénio singlete
excitado ('0,). O oxigénio singlete produzido pela reacdo do tipo II é um agente altamente
citotoxico, capaz de matar diretamente células neoplésicas através da inducdo de apoptose
e/ou necrose (CASTANO , DEMIDOVA e HAMBLIN, 2005; DE ROSA et al., 2003;
SIQUEIRA-MOURA et al., 2013). Isso porque, o 'O, causa danos as varias estruturas
celulares, induzindo quebra do DNA gendmico, destruicio da membrana plasmatica e de
organelas como lisossomos e mitocondrias (BARBUGLI, P. A., 2010; DE PAULA et al.,

2012), que em conjunto ou separadamente matam a célula doente.
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A idéia principal da Terapia Fotodinamica fundamenta-se, portanto, em encontrar um
farmaco fotossensibilizante que:

e ndo seja decomposto rapidamente pela absor¢do da luz visivel (evitando assim que o
mesmo seja destruido antes de efetuar o dano fotodindmico previsto);

e possua alta afinidade e penetragdo no tecido doente em detrimento ao tecido saudavel,
fator este que ¢ favorecido pelo aumento no grau de hidrofobicidade da molécula
fotossensibilizante;

e seja fotodinamicamente eficiente na destrui¢ao do tecido tumoral sob agdo de baixos
niveis de luz visivel (DE PAULA et al.,, 2013; STERNBERG , DOLPHIN e
BRUCKNER, 1998).

Em suma, o objetivo essencial da TFD ¢ induzir uma morte celular do tecido
neopléasico por um processo de fotossensibilizagdo que ativa vias apoptoticas ou necroticas,
enquanto minimiza os danos causados aos tecidos vizinhos e efeitos colaterais indesejaveis no

tratamento (ZHOU, 1989).

1.3 Farmacos Fotossensibilizantes: Ftalocianinas

Nos ultimos anos tem sido investigada a potencialidade do uso de corantes
fotossensibilizantes como compostos ativos no tratamento fotoquimico-terapico de tecidos
tumorais (ALLISON et al.,, 2004), definindo-se uma nova linha de ag¢do na TFD
(BOLFARINI et al., 2012; DE PAULA et al., 2012; MACAROFF et al., 2006; NUNES,
2004; PRIMO et al., 2008; PRIMO , BENTLEY e TEDESCO, 2008; SIQUEIRA-MOURA et
al., 2013).

Ftalocianinas s3o FF muito promissores em TFD, contudo sdo soliveis apenas em
solventes organicos, uma vez que sua estrutura quimica ¢ altamente conjugada. As vantagens

das ftalocianinas sdo, entre outras, alta estabilidade térmica, alta absor¢ao de luz no visivel (na
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faixa espectral de 600 a 800 nm, conhecida como janela terapéutica — onde existe
transparéncia do tecido biologico e absorcdo diferenciada) e capacidade de ajustar seu
potencial de oxidacdo e redugdo, quando ¢ alterado o atomo central do anel pirrdlico
permitindo a inser¢do de substituintes periféricos que mudam suas propriedades quimicas
(GALLEGO-GOMEZ et al.,, 2009). Suas propriedades fotofisicas sdo fortemente
influenciadas pela presenca e natureza do ion metélico central, o que ¢ refletido diretamente
no rendimento quantico de fluorescéncia e tempo de vida dos estados excitados singlete e
triplete e processos de transferéncia de energia (BONNETT, 2000; BONNETT, 1998).

Estudos mostram que um bom exemplo entre os derivados de ftalocianinas (segunda
geracdo) ¢ a ftalocianina de cloro-aluminio (AICIPc), muito usada nos estudos em TFD
(BOLFARINI et al., 2012; DE PAULA et al., 2012; LONGO et al., 2012; PRIMO et al.,
2007; ROCHA et al., 2012; SIMIONI et al., 2011; SIQUEIRA-MOURA et al., 2013).

AICIPc ¢ uma molécula constituida de um macrociclo tetrapirrolico com um ion
metalico central (AI’), figura 3. A incorporacdo de um metal diamagnético, neste caso o
aluminio, dentro do macrociclo fornece as ftalocianinas propriedades fotofisicas e
fotoquimicas mais favoraveis para aplicagdo em TFD, isto ¢, estado singlete excitado de vida
relativamente curta e bom rendimento quantico de estado triplete excitado T, que levam aos
processos fotobiologicos de producdo de espécies reativas de oxigénio, EROs (BONNETT,
2000; LONGO et al., 2012; PEPLOW , CHUNG e BAXTER, 2012; SIQUEIRA-MOURA et

al., 2013).
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Figura 3 - Estrutura quimica da ftalocianina de cloro-aluminio.

A natureza hidrofobica das fitalocianinas ¢ fundamental porque pode aumentar a
afinidade do FF pelo tecido neoplasico (DOUGHERTY et al., 1998), contudo, essa
propriedade compromete sua administracdo intravenosa que necessita de meio fisioldgico
(VIOR et al., 2011), dificultando a aplicacdo em TFD. Faz-se necessario entdo, sua veiculagao
em sistemas de liberagdo de farmacos conhecidos como DDS - drug delivery systems, capazes

de solubilizar e controlar sua biodistribuigdo in vivo e in vitro.

1.4 Lipossomas como Sistemas de L iberacdo de Far macos

Atualmente, varios tipos de sistemas de liberagdao t€m sido desenvolvidos associando-
se um FF para aplicacao sistémica e/ou topica para tratamento de cancer (BICALHO et al.,
2013; BOLFARINI et al., 2012). O interesse em sistemas nanométricos de liberacdo de
farmacos cresceu exponencialmente na ultima década (LAOUINI et al., 2011; PRIMO et al.,
2007; SIMIONTI et al., 2007).

Na terapia anticancer, a administragao sist€émica de drogas quimioterapicas resulta na
exposicao de todos os tecidos em diferentes concentragdes de drogas citotoxicas. Portanto, ha
uma necessidade de fornecer regimes de dose suficiente, constantes e em faixas aceitaveis

para matar as células tumorais, mas que induzam apenas um minimo de toxicidade para os
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tecidos nao cancerosos (JACKSON et al.,, 2011) o que vem de encontro aos sistemas
nanomeétricos de liberacao de farmacos.

Lipossomas sdo vesiculas esféricas formadas por bicamadas concéntricas de
fosfolipidios que se organizam espontaneamente em meio aquoso, figura 4. Destacam-se
dentre os sistemas nanométricos de liberacdo de farmacos porque permitem incorporar
farmacos hidrofobicos na dupla camada lipidica e farmacos hidrofilicos na fase aquosa,
mantendo suas caracteristicas fisico-quimicas, além de promoverem sua distribui¢cdo seletiva

nos tecidos quando incorporados de forma eficiente aos lipossomas (HOEBEKE, 1995).

Lipossoma

Bicamada Lipidica

Fosfolipidio

I

@ 2007 Encyclopadia Britannica, Inc.

Figura 4 —Representagado da estrutura do fosfolipidio, bicamada lipidica e lipossoma

(adaptado de Enciclopédia Britanica, 2007).

Essa estrutura a partir de fosfolipidios (anionicos, catidonicos ou zwiteridnico) ¢
semelhante @ membrana da célula o que lhe confere alta afinidade por bicamadas celulares
(FAN et al., 2013; KAYE e RICHARDSON, 1979; LONDON, 2013). Uma das grandes
vantagens do uso dos lipossomas como sistemas de modelo de membranas bioldgicas reside
no fato dos mesmos serem definidos como sistemas carregadores de fArmacos que podem ser
preparados a partir de constituintes naturais (BATISTA , CARVALHO ¢ MAGALHAES,
2007; FAN et al., 2013; HAYASHI et al., 2011; MAHERANTI et al., 2012).

As vesiculas lipossomais tem uma estrutura distinta, com uma dupla camada lipidica e

uma fase aquosa interna, sendo assim, tem capacidade de reter moléculas lipofilicas e
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hidrofilicas nas respectivas regides. Outras vantagens sdo que os lipossomas podem
encapsular diversos tipos de fairmacos, protegé-los de uma resposta do sistema imunoldgico
(in vivo), alterar a quantidade de material acumulado em cada tecido e prolongar o tempo de

circulagdo. (HAYASHI et al., 2011).

1.5 Acido Félico

Aliados aos sistemas de liberagdo de farmacos existem alguns ligantes que atuam
como vetores, direcionando o farmaco ao sitio desejado. Estes vetores podem estar ligados
covalentemente a molécula ou associados aos seus respectivos sistemas de veiculagao (DDS)
ou ainda podem ser introduzidos através de modificacdes no tecido alvo (ZHOU et al., 2012;
XIN et al., 2012; ASAI, 2012).

Normalmente, a superficie de muitos tipos de células neoplasicas expressa, em maior
quantidade, alguns receptores capazes de se associar com ligantes especificos (CHO et al.,
2008; LIU et al.,, 2010; WANG et al., 2008). Utilizando o receptor como um alvo em
potencial, as drogas especificas delimitadas com ligante podem ser ativamente entregues e
direcionadas para as células tumorais, o que aumenta a acao do ativo.

O é4cido folico (4cido pteroil-L-glutamico) ¢ muito interessante como vetorizador de
farmacos para tecidos cancerosos, principalmente os ginecologicos. Isso porque o receptor de
folato ¢ super expressado na superficie de muitas células cancerosas tais como ovario,
endométrio, mama, pulmdo e rins (ASAI 2012; LIU et al.,, 2010; PENG et al., 2011;
VALENCIA et al., 2011).

O é4cido folico ¢ a forma mais estavel de folato, uma das vitaminas do complexo B.
Nao ¢ encontrado naturalmente em tecidos vivos, para sua obtengdo ¢ necessario ingerir
fontes alimentares como extratos de leveduras, vegetais de folhas verdes, frutas citricas e

outros alimentos. Nos ultimos anos tem sido usado regularmente como suplemento alimentar
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em diversos paises, principalmente nos EUA, onde a fortificagdo de farinhas com acido folico
¢ exigida pela FDA desde 1998 (SMITH, 2007). No Brasil a fortificagdo de farinhas de trigo e
milho, tanto de uso comercial quanto industrial, ¢ obrigatoria desde 2004, segundo resolugao
da ANVISA (ANVISA, 2002).

A deficiéncia de acido folico esta relacionada a defeitos do tubo neural, varios tipos de
canceres, anemias, deméncia, sindrome de Down, e condi¢des graves que podem afetar a
gravidez e o nascimento (LUCOCK, 2000; ONER et al., 2006; SMITH, 2007). Além disso, o
acido folico ¢ muito estdvel, com minima imunogenicidade e tem boa compatibilidade com

matéria organica e inorganica.

OH

O OH

Figura 5 - Estrutura quimica doacido f6lico (acido pteroil-L-glutamico).

Devido a essas vantagens, torna-se o aditivo ideal com uma boa perspectiva para a
aplicagdo em sistemas de liberagcdo de farmaco para tumores — como sistema alvo-especifico
(KE , MATHIAS e GREEN, 2003; PENG et al., 2011), considerado, portanto, como um bom
candidato ao direcionamento especifico de farmacos ao tumor de mama (LIANG et al., 2011;

LIU et al., 2010).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Avaliar os efeitos da Terapia Fotodinadmica, utilizando sistemas lipossomais contendo
AICIPc como farmaco fotossensibilizante e &acido folico como vetorizador lipossomal,

aplicado aos estudos em células de adenocarcinoma mamario humano.

2.2 Objetivos especificos

i.  Desenvolver e padronizar a producao dos sistemas lipossomais de AICIPc com 4acido
folico incorporado;

il.  Caracterizar a formulacdo de AICIPc lipossomal através suas propriedades e
caracteristicas fotofisicas como estabilidade, tamanho das vesiculas e homogeneidade
da formulagao e propriedades fotoquimicas;

iii.  Avaliar os efeitos in vitro dos sistemas de AICIPc nanoestruturados contendo AF,
utilizados na TFD em modelo de cultura celular em monocamada.

iv.  Avalizar a potencialidade do sistema proposto frente aos sistemas convencionais

descritos para uso em TFD para tratamento especifico de cancer de mama.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material

Na preparagdo lipossomal foram utilizados o lipidio 1,2-distearoil-sn-glicero-3-
fosfocolina (DSPC), com 99% de pureza, e o colesterol, com 98% de pureza, adquiridos da
Avanti Polar Lipids (Alabama, EUA), a ftalocianina de cloro-aluminio, com 85% de pureza,
foi comprada da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA), o acido fo6lico foi obtido da Across
Organics, com 96-102 % de pureza. O etanol grau analitico (Sigma-Aldrich) foi utilizado sem
tratamento prévio. O tampao fosfato, pH~7,4 foi preparado a partir de pastilhas (Sigma-
Aldrich), utilizando 4gua ultra pura obtida através do sistema de purificacdo de agua da
Millipore Direct-Q® 3.

A linhagem celular de adenocarcinoma mamario feminino, MCF7, foi obtida da
American Type Culture Collection, (ATCC® HTB-22™). Para os estudos biologicos foram
utilizados os meios de cultura celular Dulbecco’s Modified Eagle Medium — DMEM (Gibco),
Eagle's Minimal Essential Medium — EMEM e tampdo Hank’s da (Cultilab). Insulina de
pancreas bovino e bicarbonato de sodio (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), anfotericina e
antibidtico — penicilina/estreptomicina (Cultilab), tripsina-EDTA, soro fetal bovino — SFB —
estéril e aminoacidos essenciais (AA) (Gibco).

Foram utilizados nos estudos fotobioldgicos basicos o protocolo de contagem e
avaliagdo da viabilidade celular o brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-
tetrazolio (MTT, com 97,5 % de pureza da Sigma-Aldrich) e o corante azul de tripan (Sigma-

Aldrich, ~40%).
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3.2Méodo

3.2.1 Preparo dos Lipossomas

Os lipossomas com AICIPc incorporada foram preparados pelo método de injecdo
etandlica, j& descrito na literatura com adaptacdes (BARBUGLI et al., 2010; SIMIONI et al.,
2008).

Uma solucdo etandlica contendo DSPC, colesterol e um volume adequado do FF
(AICIPc em etanol), foi injetada numa jaqueta termostatizada contendo tampao fosfato pH 7,4
por uma bomba peristaltica de adi¢do controlada da World Precision Instruments (WPI),
modelo SP 100i.

A solugao tampao (pH 7,4) estava contida em um recipiente cilindrico de 2,0 cm de
didametro e a injecdo foi realizada a aproximadamente 2,5 cm abaixo da superficie liquida,
figura 6. A injegdo foi realizada a 56°C sob agitagdo magnética, na auséncia de luz e com uma

velocidade de 360 pL/h.

Figura 6 - Aparelhagem de preparo de lipossoma por injegao etandlica. 1) Bomba de injecao;

2) agitador magnético; 3) recipiente cilindrico; 4) seringa de vidro.

Paralelamente, foram preparados lipossomas vazios sem adi¢gdo do FF e do aditivo
acido folico e somente com acido folico, com o objetivo de usad-los como referéncia nos
estudos comparativos. O acido félico foi incorporado a fase aquosa, na faixa de concentragao

de 0,5 a 1,0 mmol/L.
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3.2.2 Estudos espectroscopicos

Nos estudos espectroscopicos foi utilizado o espectrofotometro de absor¢do
UV/visivel modelo Lambda 20 da Perkin Elmer e o espectrofluorimetro Fluorolog-3 da Jobin
Ivon-SPEX.

A investigacdo das propriedades espectroscopicas, tanto da AICIPc quanto do 4cido
folico, foi baseada em medidas diretas dos espectros de absor¢do (na faixa de 300-800 nm
para a AICIPc e de 250-800 nm para o acido folico) e de emissdo de fluorescéncia (com
comprimento de onda de excitagdo fisica em 615 nm para a AICIPc e emissdo na faixa de
650-700 nm com maximo em 680 nm). Para a andlise das propriedades espectrofotométrica
dos lipossomas, foi necessario o rompimento da vesicula lipossomal com a adicdo de
acetonitrila sob agita¢do a 56°C (temperatura de transi¢do do lipidio) e posterior centrifugagéo
5000 rpm a 4°C por 20 min, com base no trabalho de Primo, F. L. (PRIMO, F. L., 2009).

Os espectros de absorc¢do e fluorescéncia foram registrados em uma cela de quartzo de
1 cm de caminho Optico, utilizando-se como referéncia, o meio em estudo na auséncia da

AICIPc ou do acido folico.

3.2.3 Determinacéo do tamanho de particula por espalhamento dinémico de luz e

indice de polidisperséo

Nos estudos do tamanho das particulas e indice de polidispersdao (IPd) foi utilizado o
equipamento Zetasizer Nano system ZS da Malvern-UK, que possui um laser de He-Ne de 4
mW que opera no comprimento de onda de 633 nm, permitindo realizar medidas nao
invasivas por “backscatter optics” (NIBS), e possui a capacidade de determinar tamanho de
particulas no intervalo de 2 nm a 3 pm. As medidas foram realizadas num angulo de detec¢ao

de 173° e a posi¢ao da medida na cubeta foi automaticamente determinada pelo software do
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equipamento. O didmetro hidrodindmico das particulas coloidais foi determinado

empregando-se a espectroscopia de fotocorrelagdao por espalhamento dindmico de luz.

Zetasizer Nano zs - Malvem

Figura 7 - Equipamento utilizado para realizar as medidas de tamanho de particula ¢ indice

de polidispersao.

Foram avaliados os tamanhos de particulas e o indice de polidispersao do lipossoma
na auséncia e presenca de acido folico, por um periodo de 2 meses e meio, verificando-se
assim a influéncia direta da incorporagdo deste na formulagao.

As leituras foram realizadas utilizando-se o conjunto de cubetas de acrilico
padronizadas do préprio equipamento ¢ os dados foram fornecidos pelo software Zetasizer

versao 6.01.

3.2.4 Estudo de estabilidade dos lipossomas

A estabilidade das formulagdes lipossomais foi investigada num periodo de 3 meses
avaliando-se regularmente o tamanho das vesiculas a cada 15 dias. As andlises foram
realizadas através de medida direta, como descrito em 3.2.3. As determinacdes foram feitas
em triplicatas a 25°C. As amostras utilizadas foram estocadas em temperatura ambiente e

protegidas da luz.
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3.25 Quantificacdo da AlCIPc nanoestrururada nas formulacéo lipossomais

A AICIPc foi quantificada seguindo o método de quantificacdo da ftalocianina de
cloro-aluminio em nanocarregadores, descrito e validado por Siqueira-Moura e colaboradores

(SIQUEIRA-MOURA et al., 2010), utilizando a equacao de regressao linear:

1=2,24x106 x [AICIPc, pg.mL-1] + 9,74 x 104

Onde I ¢ a intensidade relativa de fluorescéncia. Para isso foi necessario o rompimento
das vesiculas lipossomais para evitar a interferéncia da bicamada lipidica nos estudos
espectroscopicos. Adicionou-se 1 mL de lipossoma e acrescentou-se 9 mL de acetonitrila. O
rompimento foi realizado em baldo volumétrico de 10 mL, envolto por uma jaqueta
termostatizada a 56°C, sob agitagdo durante 30 minutos. Entdo a solugdo foi submetida a
ultracentrifugagdo a 5000 rpm e 4°C durante 20 minutos e posteriormente feita a analise por

espectroscopia de fluorescéncia, com Aex. €m 615nm € Agp 674 nm.

3.2.6 Cultivo e expansdo da linhagem celular de adenocarcinoma de mama

humano (MCF7)

A cultura primdria de células de carcinoma de mama humano foi obtida originalmente
por derrame pleural de um paciente do sexo feminino com doenca metastatica. Para cultivo e
expansdo celular, foram testados os 4 tipos diferentes de meio de cultura, a fim de se avaliar
qual o meio mais adequado ao crescimento das células. Durante o cultivo, as células foram
mantidas em incubadora monitorada por uma controladora digital a 37°C, com atmosfera
tmida e 5,0% de CO,. Procedimento padrdo adotado pela ATCC®.

Ao atingirem confluéncia — fase do cultivo em que as células completam todo o fundo

da garrafa (ou outro recipiente de cultivo) formando uma monocamada, as células foram
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soltas por tripsinizagdo com solucdo de tripsina 0,05% em tampao Hank’s. A mistura foi
entdo centrifugada por 5 minutos; em seguida as células foram ressuspendidas em 10 mL de
meio de cultura e replaqueadas. O meio foi renovado até trés vezes por semana. Toda a
manipulacdo foi realizada em capela de fluxo laminar, modelo Pachane 400 (Pachane),
esterilizada com luz germicida e fluxo continuo de ar.

Para manuten¢do da linhagem celular foi realizado o congelamento das células com
meio crioprotetor, composto por soro fetal bovino e 5% de dimetilsulféxido (DMSO), os
tubos criogénicos contendo as células sdo mantidos em nitrogénio liquido a aproximadamente

-196°C.

3.2.7 Cultivo e expansao da linhagem celular de queratindcitos humanos (HaCat)

As células de queratindcitos humanos, HaCat, foram concedidas pelo Laboratorio de
Estudos Gendmicos da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, UNESP de
Sao José do Rio Preto, sob coordenagdo da Profa. Dra. Paula Rahal. Essas células foram
utilizadas nos estudos de internalizacao celular, que serdo abordados no item 3.2.11., para fins
de comparagao, pois se trata de uma linhagem nao-neoplasica.

O meio de cultura celular utilizado foi DMEM, suplementado com 10% de SFB,
anfotericina (250 pL/100 mL) e antibidtico (1 mL/100 mL). Durante o cultivo, as células
foram mantidas em incubadora monitorada por uma controladora digital a 37°C, com
atmosfera umida e 5,0% de CO,. O meio de cultura foi renovado até trés vezes por semana.
Toda a manipulagdo foi realizada em capela de fluxo laminar, modelo Pachane 400
(Pachane), esterilizada com luz germicida e fluxo continuo de ar.

Para manuten¢do da linhagem celular foi realizado o congelamento das células com
meio crioprotetor, composto por soro fetal bovino e 10% de DMSO, os tubos criogénicos

contendo as células sdo mantidos em nitrogénio liquido a aproximadamente -196°C.
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3.2.8 Controle da integridade da membrana celular

Este teste, conhecido como teste de exclusdo do Azul de Tripan, foi realizado antes de
todos os testes de citotoxicidade e fototoxicidade. O mesmo permite analisar a integridade da
membrana celular como controle de viabilidade em fun¢ao do crescimento, a fim de avaliar o
numero médio de células presente na cultura. Inicialmente foi feita uma mistura de 100 pL da
solu¢do de Azul de Tripan 0,4% e 100 pL da suspensdo de células em meio de cultura. A
seguir, esta solucdo foi agitada e 10 pL foram adicionados na cadmara de Neubauer. A
contagem dentro da camara foi realizada em microscopio no campo claro na objetiva de
aumento de 10X, sendo contadas apenas as células vidveis (ndo coradas em azul). Para todos
os ensaios in vitro foram padronizadas as concentragdes aproximadas de 2x10° células/pogo,
quando semeadas em placas de cultura de 24 pogos e de 2x10* células/pogo, quando semeadas

em placas de cultura de 96 pocos.

3.2.9 Ensaiosde Citotoxicidade

A citotoxicidade do acido folico e da AICIPc livres e nanoestruturados nos sistemas
lipossomais foi investigada através de curvas de dose-reposta obtidas pelo ensaio de
viabilidade celular de MTT.

Depois de estabelecida a fase de confluéncia, as células foram tripsinizadas,
plaqueadas em placas de 96 pocos e incubadas por 24 horas para adesdo. Entdo foram
incubadas, com as aliquotas do acido folico e da AICIPc livres e nanoestruturados no
lipossoma, por 3 horas (37°C ¢ 5% CQO,), avaliando-se sua faixa de concentragdo. Tais
aliquotas foram diluidas no meio de cultura utilizado para o cultivo da célula. A seguir o meio
de incubacao foi descartado e as células cuidadosamente lavadas com solucao de tampao.

Na sequéncia, foi adicionado 30 pL/pogo de solucdo de MTT (5,0 mg/mL previamente

dissolvidos em tampao Hank's) e 170 puL/pogo de meio DMEM sem fenol, e as placas foram

19
Vizentini-Slva, C.



Material e Métodos

incubadas por 4 horas. Apos este periodo foi adicionado 200 pL de isopropanol para
dissolu¢do total do formazan formado. Em seguida, foram lidas em espectrofotometro do tipo
ELISA (Safire’ — Tekan) em 560 nm com corre¢io de absorcdo basal em 690 nm.

As medidas foram analisadas sempre em relagdo a um controle, ou seja, células que
foram submetidas as mesmas condi¢des no ensaio, entretanto sem a adi¢ao da formulagdo em

estudo. O percentual de células vidveis foi calculado de acordo com a seguinte relagao:

Células viaveis = (D.O.amostra/D.0O.controle) x 100%

Sendo D.O.amostra = a absorbancia do azul de formazan em 560 nm; D.O.controle = a
absorbancia do azul de formazan em 560 nm do controle. Os ensaios foram realizados em

triplicada (n = 3).

3.2.10 Ensaios de Fototoxicidade

Foi avaliado o efeito da TFD sob a cultura celular MCF7 na presenga do acido folico e
da AICIPc livres e nanoestruturados no sistema lipossomal de AICIPc e no lipossoma de
AICIPc com écido folico.

Depois de estabelecida a fase de confluéncia, as células foram tripsinizadas,
plaqueadas em placas de 24 pogos e incubadas por 24 horas para adesdo. Entdo foram
incubadas, com as aliquotas do acido folico e da AICIPc livres e nanoestruturados no
lipossoma, ap6s o periodo de incubagdo por 3 horas (37°C ¢ 5% CO,) as formulagdes foram
retiradas, as células foram cuidadosamente lavadas com tampao Hank’s e foi adicionado 500
uL do tampao. Em seguida, a cultura celular foi submetida a irradiacdo de laser nas doses de

100 e 150 mJ/cm®. Para a irradiacio foi utilizado o sistema laser de diodo Eagle modelo
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Heron da Quantum Tech (Sao Carlos, Brasil), no comprimento de onda de emissao em 670
nm acoplado a uma fibra 6tica operando no maximo de 830 mW de poténcia.

Ao término da irradia¢do, o tampdo foi removido e foi adicionado meio de cultura
10%. Apds 24 horas foi realizado o ensaio de viabilidade celular tipo MTT para a avaliacdo
da viabilidade celular, conforme descrito no item 3.2.9, respeitando-se os volumes adequados

a placa de 24 pocos.

3.2.11 Internalizacéo celular (uptake)

A. Microscopia Confocal

Para a analise por microscopia confocal, as células MCF7 (1x10° células/pogo) e as
células HaCat (2x10° células/poco) foram semeadas em placas de 24 pogos sobre laminulas.
Apds 24 horas, as células foram incubadas por 3 horas (37°C e 5% CO,) com as formulagdes,
sempre contendo a concentragao de FF em 0,5 umol/L.

As células foram fixadas com solu¢do de paraformaldeido 4% por 20 minutos, lavadas
com tampao Hanks e entdo coradas com DAPI para melhor visualizacdo do nucleo — foi
utilizado o meio de montagem UltraCruz Mounting Media (Santa Cruz). Em seguidas as
laminas foram montadas e observadas em microscopio confocal da Zeiss LSM T-PMT, com
filtro para ftalocianinas (na regidao de 630 nm) e fotografadas com auxilio do software do

proprio equipamento.

B. Emissdo de fluorescéncia da AlICIPc intracelular em sistema Safira
As células MCF7 e HaCat foram semeadas (2x10° celulas/pogo) em placas de 24
pogos. Apds 24 horas, as células foram incubadas por 3 horas (37°C ¢ 5% CO;) com as
formulagdes, sempre contendo a concentracdo de FF em 0,5 umol/L e entdo lavadas com

tampao Hank’s para evitar resquicios do FF nao internalizado nas células. Adicionou-se
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300uL de tampao HanK’s e foram efetuadas medidas de emissdo de fluorescéncia em
espectrofotdmetro do tipo ELISA (Safire’ — Tekan), de 650 nm a 800 nm, com comprimento
de onda de excitagdo em 615 nm, diretamente na placa de cultivo.

Os dados fornecidos pelo software Magellan5 do proprio equipamento para cada pogo
de células tratadas com as formulagdes foram analisados em relagdo aos dados
espectroscopicos obtidos pela medida direta da emissdo de fluorescéncia do lipossoma
contendo AICIPc, no mesmo equipamento. Portanto, considerou-se que a emissdo de
fluorescéncia do lipossoma contendo AICIPc, no comprimento de onde de 680nm, como
sendo 100%.

Todas as analises foram feitas em triplicata. Os dados foram tratados com o software
GraphPad Prism 3 e a significancia estatistica das diferencas entre os resultados obtidos foi
determinada pelo teste de andlise de variancia One-way ANOVA seguido do pds-teste Tukey

t-test para multiplas comparagdes (* p < 0,05).
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1 Preparo dos lipossomas

Foram preparadas seis formulagdes lipossomais descritas na tabela 1.

Tabela 1 - Abreviatura utilizada para designar cada formulagdo lipossomal.

Abreviatura Formulacao
Lp-VZ Lipossoma sem AICLPC e sem acido folico
Lp-AlCIPc Lipossoma com AICLPC e sem acido folico

Lp-AICIPc+AF (0,5 mM) Lipossoma com AICLPC e com acido f6lico 0,5 mM
Lp-AICIPc+AF (0,75 mM) Lipossoma com AICLPC e com acido félico 0,75 mM
Lp-AICIPc+AF (1,0 mM) Lipossoma com AICLPC e com acido félico 1,0 mM
Lp-AF Lipossoma sem AICLPC e com &cido folico 1,0 mM

Os lipossomas foram preparados seguindo o método descrito em 3.2.1 e todos
apresentaram estabilidade visivel semelhante, homogénea e sem formacgdo de agregados,
contudo o tamanho das vesiculas e o indice de polidispersdo para cada formulagdo variou,

como sera abordado no item 4.3.

4.2 Estudos espectr oscopicos

Seguem, na figura 8, os espectros de absor¢ao do FF em etanol e do acido folico em
tampdo PBS.

O conjunto caracteristico de bandas de absor¢ao da AICIPc para as transigdes
eletronicas na regidao de 300 nm a 400 nm no ultravioleta proximo (bandas Soret) e para as
transi¢des vibracionais na regido de 600 nm a 800 nm no vermelho e infravermelho proximo
(bandas Q) pode ser observado. A banda Q ¢ um ponto crucial para a eficiéncia do FF, pois se
encontra dentro da chamada “janela terapéutica” (de 600 a 800 nm).
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O acido folico apresenta absorbancia maxima em 281 nm.
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Figura 8 - Espectros de absorcdo (A) da ftalocianina de cloro-aluminio em etanol com Amax

=670 nm — banda Q; (B) do &cido folico em tampao PBS, com Amax =281 nm.

Nas ftalocianinas a conjugac¢ao do macrociclo ¢ estendida por anéis benzénicos sobre
quatro unidades pirrdlicas, resultando em uma forte banda de absor¢ao na regido do vermelho
do espectro visivel, o que ¢ uma vantagem frente a outros FF, como por exemplo o
Photofrin®, um representante das porfirinas, que possui baixo comprimento de onda de

ativacdo (na faixa de 630 nm), restringindo sua aplicacdo a canceres superficiais e ainda
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apresenta tempo de retencdo prolongada, favorecendo a toxicidade cutdnea apds a TFD
(JORI, 1996). Ja a forte absorcao da AICIPc na regido da janela terapéutica permite sua
aplicacdo a canceres mais profundos, pois a luz penetra mais facilmente no tecido cutaneo

nessa faixa.
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Figura9 - Espectro normalizado de emissdo de fluorescéncia no UV-visivel, com excitagdo

615 nm para M AICIPc livre, B AICIPc lipossomal ap0s a destrui¢io da vesicula, M Lp-
AICIPc e O Lp-AICIPc+AF (0,5uM).

Na figura 9 podemos observar que os espectros de fluorescéncia do FF livre e do
lipossoma apos a destruicdo das vesiculas possuem o mesmo perfil com maximo de emissao
em 678 nm. Para o FF encapsulado no lipossoma, tanto para Lp-AlCIPc quanto para Lp-
AICIPc+AF (0,5uM), apesar do maximo de emissao manter-se proximo ao da ftalocianina
livre, houve um pequeno descolamento da banda, com An,x em 680 nm. Esse efeito
batocromico, com deslocamento para uma regido de menor energia, ¢ explicado pela interacao
do farmaco com os lipidios presentes na bicamada lipossomal (BARBUGLI, P. A., 2010;

FERREIRA et al., 1999).
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Dessa maneira, o processo de veiculagao da ftalocianina ndo resultou em mudangas ou
deslocamentos significativos a suas bandas de emissdo evidenciando que ndo houve
agregacao ou degradacao do FF.

Ap6s a absorcdo de um foton de luz, o farmaco fotossensivel passa a popular um
estado eletronico singlete excitado mais energético, podendo retornar ao seu estado
fundamental via processo de relaxagdo fisica ou através de processos radiativos de emissdo de
fluorescéncia. Caso o FF seja capaz de atingir ao estado triplete excitado com bons
rendimentos quanticos pode ocorrer a formacdo de EROs, em especial o oxigénio singlete,
principal agente da a¢do fotodindmica nesse caso.

O perfil espectral da figura 9 confirma que ocorre o cruzamento intersistemas S; = T},
e a transicdo radioativa, comportamento esperado para as ftalocianinas e demais compostos

fluorescentes.

4.3 Determinacdo do tamanho de particula por espalhamento dindmico de luz e

i ndice de Polidispersio

A tabela 2 traz os o tamanho médio das vesiculas e seu indice de polidispersdao. A
avaliacdo do tamanho ¢ imprescindivel, pois esse € um dos fatores que controlam a cinética de
liberacao do farmaco, facilitando também a absorcao pelas células, quando estdo em escala

nanométrica (BARBUGLI et al., 2010).
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Tabela 2 - Tamanho médio das vesiculas e indice de polidispersdo para as formulagdes

lipossomais.

Lipossoma Tamanho (nm) IPd
Lp-VZ 1482 +2,3 0,26 + 0,03
Lp-AlCIPc 1354 +2,1 0,27 £0,03
Lp-AICIPc+AF (0,5 mM) 152,3 £33 0,36 £ 0,01
Lp-AICIPc+AF (0,75 mM) 1874+ 43 0,46 + 0,04
Lp-AICIPc+AF (1,0 mM) 190,3 + 3.9 0,45 + 0,02
Lp-AF 241,6 +2.8 0,74 + 0,01

O diametro médio inferior a 200 nm ¢ um dado muito importante ¢ de grande valia
para os estudos in vitro. Isso porque, lipossomas grandes sdo rapidamente removidos da
circulacdo sanguinea por macrofagos, enquanto que lipossomas pequenos (lipossomas em
escala nanométrica — SUV — Small Unilamellar Vesicles) sdo reconhecidos e fagocitados
mais lentamente, o que lhes conferem maior tempo de circulagdo no organismo, aumentando
sua probabilidade de penetragdo (BARBUGLI et al., 2010).

O indice de polidispersao < 0,3 para o Lp-VZ, Lp-AlCIPc e Lp-AlICIPc+AF (0,5 mM)
indica uma boa homogeneidade de dispersdo das vesiculas lipossomais, favorecendo a
estabilidade.

Pode-se observar que a adi¢do de acido folico confere um aumento no tamanho das
vesiculas bem como o aumento de sua concentra¢do gera uma perda da homogeneidade da
formulagdo lipossomal. Dessa forma, para os estudos in vitro, foi utilizado o lipossoma com
acido folico na concentragao de 0,5 mol/L a fim de se utilizar a formulag¢do mais parecida com
a que contém somente o FF.

O lipossoma contendo somente 4cido folico na sua mais alta concentragdo, sem o FF,
apresentou um aumento no didmetro médio das vesiculas e no indice de polidispersao,
evidenciando uma desestabilizacdo da estrutura da dupla camada lipidica. A estrutura

molecular do acido folico certamente localizado na interface lipidica externa desestabiliza a
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estrutura do lipossoma causando o aumento de tamanho. A presenca do FF altamente
hidrofoébico, que se acomoda na dupla camada lipidica, confere maior estabilidade a

formulacao levando a redugdo do tamanho e maior homogeneidade.

4.4 Estudo de estabilidade dos lipossomas

Os lipossomas foram avaliados durante 2 meses e meio, com armazenagem em

temperatura ambiente, aproximadamente 25°C, para verificar a estabilidade das formulagdes,

figura 10.
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Figura 10 - Estudo de estabilidade avaliando o didmetro hidrodindmico das vesiculas
lipossomais, durante 75 dias de avaliagdo para os lipossomas: ® Lp-VZ, 8 Lp-AICIPc, 3 Lp-
AICIPc+AF (0,5 mM), 8 Lp-AlICIPc+AF (0,75 mM), OLp-AICIPc+AF (1,0 mM), O Lp-AF.

A formulagdo lipossomal proposta apresentou-se estavel durante 75 dias, € apoOs esse

periodo houve desestabilizagdo com o aparecimento de agregados.
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4.5 Quantificacdo da AICIPc nanoestrururada nas for mulagdo lipossomais

Apds a destruicdo das vesiculas lipossomais, os lipossomas Lp-AlCIPc e Lp-
AICIPc+AF foram analisados por espectroscopia de fluorescéncia, como descrito no item 2.4.
Os estudos foram realizados em triplicata. Na tabela 3 temos a concentra¢do, em umol/L,

calculada para cada lipossoma.

Tabela 3 - Concentragdo (umol/L) de AICIPc calculada para cada lipossoma.

Lipossoma C (umol/L)
Lp-AlCIPc 1,09 + 0,07
Lp-AICIPc+AF (0,5 mM) 1,12+ 0,04

A concentracdo encontrada foi de aproximadamente 1 pmol/L para ambos os
lipossomas, Lp-AlCIPc e Lp-AlCIPc+AF, ndo havendo, portanto, uma diferenca de
concentragdo significativa estatisticamente. Sendo assim, o 4cido folico ndo altera a
internalizacdo do FF, mais um indicativo de que, a estrutura do lipossoma mantem-se
semelhante mesmo com o aditivo, possibilitando o uso como vetorizador, que visa

proporcionar maior absor¢do do FF pelo tecido alvo.

4.6 Cultivo e expansao da linhagem celular de adenocarcinoma de mama humano

(MCF7)

Foi necessario o estudo de diferentes meios de cultura até encontrarmos o meio ideal
ao cultivo celular desta linhagem, ja que as células nao responderam bem ao meio descrito

pelo catalogo da ATCC®. Os meios utilizados foram detalhados na tabela 4.
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Tabela 4 - Composigdo dos meios de cultura testados para cultivo das células MCF7.
Suplemento/100 mL

SFB  Antibiético Anfotericina Aminoacido Insulina

Meo (10%) (AmL) (250 uL) (AmL) (A mg)
() EMEM X X
(1) DMEM X X X X
(I'1) DMEM X X X X X
(V) DMEM X X X X

Com a adequagao do meio de cultura, foi possivel aumentar e padronizar o tempo de

confluéncia da linhagem celular, tabela 5.

Tabela 5 - Tempo de confluéncia para a linhagem celular MCF7 em fung@o do meio de

cultura utilizado no estudo.

Meio Tempo de confluéncia
I 15 dias
II 5 dias
I 5 dias
v 3 dias

As células MCF7 formam agregados na garrafa de cultura e crescem em suspensao até
a terceira passagem, apoOs a terceira tripsinizagdo passam a crescer quase totalmente aderidas
na garrafa de cultura. A linhagem apresentou a morfologia correta e desenvolveu-se bem,
possibilitando os ensaios in vitro. A Figura 11 mostra o desenvolvimento das células na

terceira passagem, ao atingirem confluéncia.
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Figura 11 - Células MCF7 durante a terceira passagem, ao atingirem confluéncia com

aumento de 10 vezes.

4.7 Ensaios de citotoxicidade

E importante determinar a citotoxicidade das formulagdes a fim de se avaliar a
biocompatibilidade e a faixa de concentracdo que deverd ser utilizada, visando-se encontrar
um intervalo de seguranca no qual o alvo seja atingido, minimizando os danos as células
sadias.

O ensaio de MTT baseia-se na deteccao do crescimento e morte celular, de acordo
com a capacidade mitocondrial em converter o sal de tetrazolio, MTT, em um metabdlito de
coloracdo roxa, o formazan, que pode ser detectado espectrofotometricamente com absor¢ao
em 560 nm. A estratégia da técnica depende da atividade mitocondrial das células vivas, que
estd diretamente relacionada com o metabolismo que resulta na producdo do formazan.

A significancia estatistica das diferencas entre os resultados obtidos foi determinada
pelo teste de andlise de variancia One-way ANOVA seguido do pos-teste Tukey t-test para

multiplas comparagdes (* p < 0,05 e ** p <0,01).
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As figuras 6 e 7 mostram a viabilidade celular obtida para o FF livre e o acido folico
livre, respectivamente. Na figura 8 temos a viabilidade celular para o lipossoma contendo
somente o FF, e na figura 9 para o lipossoma contendo o FF e acido f6lico.

O FF livre, AICIPc, apresentou citotoxicidade elevada em concentragdes maiores que
0,5 pmol/L, com a viabilidade celular menor que 60%, o que, juntamente com a
hidrofobicidade que prejudica a administragdo em meios bioldgicos, evidencia a necessidade
de um sistema de liberagdo de farmaco, o lipossoma neste caso, para evitar dano aos tecidos

vizinhos ao alvo.
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% Viabhilidade Celular
N ()] (0]
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Concentracao AICIPc (uM)

Figura 12 - Ensaio in vitro de citotoxidade da AICIPc (de 0,5 a 8,7 pumol/L) livre em células
MCF7. Sendo que CT = controle; DMSO = dimetilsulfoxido, solvente utilizado para a
dilui¢ao do farmaco. Com significancia estatistica * p < 0,05 e ** p < 0,01 em relacao ao

controle.

32
Vizentini-Slva, C.



Resultados e Discussdo

120+

% Viabilidade Celular

CT 2 4 8 16 32 62 125 250 500
Concentrac&o de Acido Fdlico (uM)

Figura 13 - Ensaio in vitro de citotoxidade do acido folico (de 2 a 500 pmol/L) livre em

cé¢lulas MCF7. Sendo que CT = controle. Sem significancia estatistica em relacdao ao controle.

O 4cido folico livre ndo apresentou citotoxicidade significativa as células MCF7,
mantendo a viabilidade celular em torno de 100%, percentual do controle, evidenciando sua
biocompatibilidade. Esse ¢ um dado muito importante considerando-se que se propdem o uso

do 4cido folico nas formulagdes somente como agente vetorizador.
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Figura 14 - Ensaio in vitro de citotoxidade do lipossoma contendo somente AICIPc (0,06 a
0,5 umol/L) em células MCF7. Sendo que CT = controle. Sem significancia estatistica em

relacao ao controle.
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Figura 15 - Ensaio in vitro de citotoxidade do lipossoma contendo AICIPc (0,02 a 0,5
pumol/L) e &cido folico (com concentracdo variando entre 31,25 e 250,0 umol/L) em células

MCF7. Sendo que CT = controle. Sem significancia estatistica em relagao ao controle.

Na figura 15, o grafico da viabilidade celular foi construido em fun¢do do FF, pois
esse ¢ o ativo que desencadeard os processos fotobioldgicos com a aplicagdo de luz, levando a
morte celular e, como mostrado pela figura 13, o dacido fo6lico livre ndo apresenta
citotoxicidade nas condic¢des aplicadas.

As formulagdes lipossomais se mostraram biocompativeis, apresentando viabilidade
celular em torno de 100%. A biocompatibilidade, aliada a uma biodistribuicdo adequada
levam a resultados que favorecem o emprego destes processos em protocolos in vivo. Uma
baixa citotoxicidade esta diretamente relacionada a reducdo de efeitos colaterais ocasionados

apods a administracdo sistémica, topica ou transdérmica de formulagdes (PRIMO, F. L., 2009).

4.8 Ensaios de Fototoxicidade

Com base nos estudos de citotoxicidade, puderam ser estabelecidas as condi¢des de
trabalho para a aplicagcdo da TFD. Tendo em vista que a maior concentra¢cdo de FF lipossomal

utilizada nao apresentou toxicidade no escuro, o que ¢ condicao essencial para a continuidade,
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e que essa mesma concentracao ja demonstrou boa resposta a TFD (BARBUGLI et al., 2010),
adotou-se a concentracao fixa de 0,5 pmol/L de AICIPc para os ensaios com fotoestimulo.
Foram aplicadas diferentes doses de laser, sempre operando com o comprimento de
onda em 670 nm e com 100 mW de poténcia, e entdo a viabilidade celular foi analisada
seguindo o teste de MTT e tratamento estatistico descrito anteriormente (item 4.7).
No caso da AICIPc livre, pdde-se observar que a porcentagem de viabilidade celular,
quando aplicada a dose de 100 mJ/cm® ficou em torno de 62% e com a dose maior,

150mJ/cm?, foi de 15% aproximadamente, figura 16.
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Figura 16 - Porcentagem de células MCF7 viaveis apos 3 horas de incubagao com AlCIPc

livre, ap0s irradiacdo com laser. Significancia estatistica * p < 0,05 em relag@o ao controle.

Na figura 17, podemos ver que quando tratadas com AICIPc lipossomal e submetidas a
irradiacdo de 100 mJ/cm?, ocorre cerca de 45% de morte das células MCF7, ja com a dose de
150 mJ/cm® a morte celular chega a 98%. Resultado muito parecido, é observado para o
lipossoma de AICIPc contendo acido folico — Lp-AICIPc+AF (0,5 mM), sendo que ocorreu
morte de 47% da células, com a menor dose de luz e de 94% das células com a dose maior,

figura 18.
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Figura 17 - Porcentagem de células MCF7 viaveis apds 3 horas de incubagdo com Lp-

AlCIPc, apo6s irradiagdo com laser. Significancia estatistica * p < 0,05 em relagao ao controle.
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Figura 18 - Porcentagem de células MCF7 viaveis apds 3 horas de incubagdo com Lp-
AICIPc+AF (0,5 mM), ap6s irradiagdo com laser. Significancia estatistica * p < 0,05 em

relacdo ao controle.

Foram realizados também ensaios de fototoxicidade com as formulacdes que ndo
continham o FF, com a maior dose de luz utilizada nos estudos anteriores (150 mJ/cm?) a fim
de se avaliar se seus componentes apresentavam propriedades fotooxidativas. A figura 19 nos
mostra que ndo houve diferenca estatistica significativa em relagdo ao controle, com a

viabilidade celular mantendo-se proxima a 100% em ambos os casos.
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Figura 19 - Porcentagem de células MCF7 viaveis apds 3 horas de incubagdo com Lp-
VZ e BER [ p-AF, ap6s irradiagdo com laser. Significincia estatistica * p < 0,05 em relagio

ao controle.

A alta taxa de morte das células de cancer metastatico apresentada com a aplicagdo de
luz laser ¢ um excelente resultado e comprova a eficiéncia da AlCIPc como farmaco
fotossensibilizante, o que corrobora com outros resultados apresentados em estudos prévios
(SIQUEIRA-MOURA et al., 2013) e mostrando-se at¢ mesmo mais eficaz para a dose de 150
mJ/cm? que em alguns casos (BARBUGLI et al., 2010; DE PAULA et al., 2013). Os efeitos
puderam ser observados apos 3 horas de incubagdo, portanto, hd uma boa internalizagcdo das
formula¢des nas células. Além disso, a morte celular ¢ mais acentuada no caso da AICIPc
lipossomal, evidenciando a entrega mais eficiente do FF ao meio intracelular, como esperado.

Deste modo, os lipossomas estudados se enquadram nas caracteristicas esperadas para
a aplicagao em TFD, como descrito no item 1.2, apresentando resultados muito satisfatorios.
Considerando-se os resultados apresentados até o presente momento e para tentar entender
melhor a interacdo do lipossoma com as células, foram realizados estudos de internalizagao

celular.
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4.9 Internalizacdo Celular

A. Microscopia Confocal
Foram escolhidas as células HaCat para os estudos de comparagdo com as células
MCF7, pois em tecidos saudaveis o receptor folato ¢ expressado em células epiteliais
(KELLEY , ROWAN e RATNAM, 2003), em concentragdes menores que quando
comparados as células neoplasicas, em especial no caso de células mamarias.
As imagens obtidas por microscopia confocal para as células MCF7 (figura 20) e
HaCat (figura 21) mostram o perfil de distribui¢do intracelular do farmaco. E possivel

observar que a AICIPc (em vermelho) se acumula preferencialmente no citoplasma celular.
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Figura 20 - Fotos de microscopia confocal de células MCF7 incubadas com (I) AICIPc livre,

(IT) Lp-AICIPc e (IIT) Lp-AlCIPc+AF (0,5 uM). Na primeira coluna, a colora¢ao azul mostra

o nucleo celular, corado com DAPI; na segunda coluna a coloracao vermelha ¢ resultado da
emissao de fluorescéncia da AICIPc intracelular e na terceira coluna as imagens estao

sobrepostas.
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Figura 21- Fotos de microscopia confocal de células HaCat incubadas com (I) AICIPc
livre, (II) Lp-AICIPc e (IIT) Lp-AlCIPc+AF (0,5 uM). Na primeira coluna, a coloragdo azul
mostra o nucleo celular, corado com DAPI; na segunda coluna a coloragao vermelha ¢
resultado da emissao de fluorescéncia da AICIPc intracelular e na terceira coluna as imagens

estdo sobrepostas.

Em ambos os casos (MCF7 e HaCat) ¢ possivel notar que o FF encontra-se distribuido
no citoplasma. A incorporagdao da AICIPc no citoplasma estd de acordo com a caracteristica
de FF de se acumularem preferencialmente em organelas como os lisossomos e mitocondria,
por exemplo (BARBUGLI, P. A., 2010). Esse resultado corrobora também com o perfil de

internalizacao celular proposto para lipossomas, no qual os lipossomas sdo endocitados
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sofrem a acao dos lisossomos e ocorre a liberacdo do farmaco (DUZGUNES e NIR, 1999;
RADWAN ALMOFTI et al., 2003; SIMOES et al., 2001).

E possivel notar, na figura 20, que na regido indicada pela seta na, imagem I, o FF
parece estar também circundando o citoplasma. Esse fato indica que ndo ocorreu a
internalizacao total e evidencia que os lipossomas (imagens II e III) facilitam a entrega do

farmaco no meio intracelular em células cancerosas, como esperado.

B. Emissio de Fluorescéncia da AICIPc Intracelular em sistema Safira
Através da emissdo de fluorescéncia da AICIPc, foi possivel avaliar a diferenga de
internalizacdo entre as formulagdes lipossomais. Constatou-se que o acido folico, quando
adicionado ao sistema lipossomal de AICIPc, favorece a entrega do farmaco ao meio

intracelular.

150

100

(9,1
[e)
1

Intensidade de Fluorescéncia

660 680 700 720 740 760 780
Comprimento de Onda, nm
Figura 22- Espectros de emissdo de fluorescéncia do Il controle (CT*), do M Lp-AlCIPc
intracelular e do & Lp-AlCIPc-AF (0,5 mM) intracelular, em células MCF7 (linha continua) e

c¢lulas HaCat (linha tracejada).
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Figura 23 - Porcentagem de formulagao internalizada em células MCF7 e HaCat apds 3 horas
de incubagdo. Sendo que == corresponde ao Lp-AlCIPc e EEE corresponde ao

Lp-AICIPc+AF. Significancia estatistica * p < 0,05 em relagdo ao controle.

As figuras 22 e 23 evidenciam que, utilizando o 4acido como aditivo foi possivel
aumentar a internalizacdo do FF veiculado. Foi observado que a entrega do ativo ao meio
intracelular foi cerca de 20 % nas células de cancer de mama. Notou-se também que para as
duas formulagdes lipossomais, Lp-AlCIPc e Lp-AICIPc+AF (0,5 mM), houve maior entrega
nas células cancerosas (MCF7) que nas células saudaveis (HaCat).

Como dito anteriormente, a principal via de entrada no lipossoma ¢ através de
endocitose. Para que isso seja possivel deve haver a ligacdo entre um ligante e um receptor
presente na membrana, com subsequente dobragem para dentro da membrana da célula para
formar uma vesicula intracelular denominada endossoma, que serd liberado no citoplasma
(LEAMON e LOW, 1992). Essa endocitose pode tornar-se mais atraente quando hd um
receptor especifico, como ¢ o caso do receptor folato.

A via principal para a entrada de derivados de folato nas células ¢ através de transporte
facilitado por uma proteina de transporte de membrana, o transportador de folato reduzido
(KE , MATHIAS e GREEN, 2003), que possui expressao elevada em células de canceres
humanos (SUDIMACK e LEE, 2000). E possivel, portanto, explicar a maior internalizagéo do
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FF nas células MCF7, principalmente quando se faz uso de acido folico. Sendo assim, o acido

folico ¢ um aditivo eficiente para a vetorizagao do sistema lipossomal de AICIPc estudado.
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5. CONCLUSAO

O objetivo principal desse trabalho foi demonstrar que a associag¢ao de acido folico ao
sistema lipossomal de AICIPc leva a uma maior internalizagdo do mesmo na célula de cancer
de mama, onde ha super expressao de receptor folato.

As formulagdes lipossomais propostas, contendo acido félico como vetorizador e
AICIPc como farmaco fotossensibilizante, apresentaram didmetro médio de particulas dentro
da escala nanométrica, com tamanho inferior a 200 nm, o que aumenta o tempo de circulagao
do farmaco no organismo e facilita a internalizacao celular. Possuem indice de polidispersao
baixo, evidenciando que o lipossoma ¢ homogéneo, ou seja, apresenta vesiculas com
tamanhos similares. S3o estaveis durante 2 meses e meio com estocagem em temperatura
ambiente (25°C), mantendo o tamanho e IPd muito proximos durante todo o periodo. Além
disse, A veiculacao do FF utilizado (AICIPc) em lipossoma nao alterou suas caracteristicas
fotoquimicas e fotoquimicas.

Verificou-se que as formulagdes possuem uma biocompatibilidade adequada
permitindo sua aplicagdo em TFD, ja que ¢ essencial que o FF nao possua citotoxicidade na
auséncia de fotoestimulo luminoso, diminuindo assim efeitos colaterais indesejados. Com a
aplicacdo de laser, com dose de 150 mJ/cmz, no comprimento de onda de absorcao do FF,
observou-se altos niveis de morte celular, chegando a 98% comprovando a eficacia do sistema
lipossomal de AlCIPc.

O acumulo preferencial da AICIPc no citoplasma da célula estd de acordo com o
esperado para FF, isto €, ndo se observou acimulo no nucleo e consequente intercalagdo com
acidos nucleicos, sinalizando que ndo ha efeito mutagénico secundario, ideal para o protocolo
com TFD.

Os testes realizados com célula de adenocarcinoma de mama (MCF7) e queratindcitos

humanos (HaCat) mostraram que hd maior internalizacdo dos lipossomas desenvolvidos em
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células cancerosas, diminuindo o risco de bioacumulagdo e citotoxicidade em células
saudaveis de tecidos vizinhos ao tecido lesionado. A presenca de acido folico como aditivo
aumenta a concentracdo do FF no meio intracelular, principalmente no caso da MCF7
confirmando a premissa de que o acido folico age como vetorizador do veiculo lipossomal em
células de cancer de mama, favorecendo a entrega do ativo no sitio alvo.

Esses resultados demonstraram a obten¢do de um novo sistema lipossomal eficiente
que contém AICIPc como ativo e acido folico como agente vetorizador, agregando as
vantagens da nanotecnologia com a aplicagdo em TFD com baixas doses de luz. Tal sistema
possibilita a veiculagdo de FF para tratamento in vitro de cancer de mama conforme os
ensaios bioldgicos apresentados, permitindo que novos protocolos sejam desenvolvidos para
estudos posteriores, in Vivo.

Portanto, a a¢do sinérgica observada na linhagem celular MCF7 em relagdo as células
normais mostra que o acido foélico apresentou o resultado esperado e aumentou a
internalizacdo do ativo somente nas células cancerosas. Além disso, este € o primeiro trabalho
que envolve o uso de acido félico como aditivo em sistemas lipossomais para aumentar a

interagdo sitio-especifica em células de cancer de mama em conjunto com a TFD.
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